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Description 

ANTIGENES D'EXCRETION-SECRETION SPECIFIQUES DE TOXOPLASMA GONDII, LEURS PRODUITS 
□'EXPRESSION, LEURS PROCEDES DOBTENTION ET LEURS APPLICATIONS DIAGNOSTIQUES ET 

PROPHYLACTIQUES. 

5 La presente invention est relative a Identification des antigenes excretes-secretes par les tachyzo'rtes de 
Toxoplasma gondii (TG) et d'antigenes communs aux tachyzoites et aux bradyzortes de ce parasite, aux 
produits de traduction de ces antigenes et aux applications desdits antigenes et produits de traduction, 
notamment pour rimmunoprotection contre les tachyzo'ftes de TG et pour le diagnostic precoce de la 
toxoplasmose, plus particulierement de la toxoplasmose congenitale. 

10 Le protozoalre parasite Toxoplasma gondii , membre de la classe des Sporozoa et de Tordre des Coccidia 
est un parasite intracellulaire qui se reproduit dans une grande variete de types de cellules a I'interieur de ses 
hotes, qui sont des mammiferes. Chez Petre humain, I'atteinte la plus significative causee par cat organisme a 
pour siege le foetus en developpement et les patients presentant un deficit immunitaire (SIDA, etc...)- La 
toxoplasmose est responsable d'atteintes oculaires et cerebrates severes et meme mortelles chez les 

15 nouveau-nes contamines par voie transplacental^, ainsi que chez les patients immunodeficients. 

Chez Thomme, deux formes du parasite ont ete decrites : le "tachyzo'ite", qui est la forme multiplicative 
rencontree au cours de la phase aigue de la maladie, et le "bradyzoTte", forrne resistante qui persiste enkystee 
dans les tissus nerveux et est vraisemblablement responsable de Tentretien d'une immunite durable a la 
reinfection. 

20 Ce parasite est un pathogene important, non seulement chez I'homme mais egalement en medecine 
veterinaire et il est tres largement repandu geographiquement, a telle enseigne qu'on a pu etablir que pres de 
500 millions de personnes dans le monde entier presente raient une reaction serologique positive a Pinfection. 

HUGHES, "CURRENT TOPICS IN MICROBIOLOGY AND IMMUNOLOGY", Vol. 120 (1985), SPRINGER Ed., 
pages 105-139, passe en revue les differents tests de serodiagnostic dispo nibles : test de coloration de 

25 SABIN et FELDMAN, standardise par BEVERLY et BEATTLE (1958) et perfectionne par FELDMAN et LAMB 
(1966), WALDELAND (1976) et BALFOUR et Al. (1982), qui requiert des parasites vivants, de grandes 
quantites de serum humain normal et des specialistes bien enframes pour sa realisation ; test de detection 
d'anticorps par immunofluorescence, qui presente les memes inconvenients que le test de coloration et qui a 
ete mis au point par REMINGTON (1968) et perfectionne par KARIM et LUDLAM (1975) ; les tests 

30 d'hemagglutination, dont les resultats sont trop tardifs, notamment pour la determination de la presence du 
parasite chez la femme enceinte ; test EUSA pour la detection d'anticorps de Toxoplasma , par isolement 
d'lgM in situ sur la microplaque de test (WIELARRD et Al., 1983). Cependant, dans les test seroiogiques 
utilisant des antigenes solubles, ces dernlers sont obtenus par simple extraction (lyse a I'eau, congelation et 
decongelation ou eclatement par ultra-sons de tachyzoYtes de Toxoplasma). Ces techniques n'assurent la 

35 presence d'antigenes de membrane dans le systeme de test que s'ils sont aisement solubles dans i'eau ou le 
tampon ou si I'etape finale de centrifugation ne laisse subsister que peu de fragments de membrane en 
suspension dans la solution. 

Les differents tests mis en oeuvre reposent sur la formation d'anticorps pour la detection de differents 
antigenes, d'ou Pimportance de ridentification desdits antigenes dans le but d'amellorer la fiabilite et la 

40 sensibilite des tests. Trois antigenes de Toxoplasma avaient pu etre identifies par CHORDI et Al. (J. 
IMMUNOL., 93 (1964) pages 1034-1044), puis confirmes par HUGHES et BALFOUR (PARASITE IMMUNOL, 3 , 
(1981), pages 235-248) et leur origine intracellulaire etablie. L'analyse de polypeptides de Toxoplasma , 
provenant d'organismes traites par ultra-sons, par SDS - PAGE et par fixation de concanavaline marqu6e a 
P 125 l, a montre ['existence de 9 polypeptides intracellulaires d'origine parasitaire, de poids moleculaires 

45 compris entre 20 000 et 98 000, dont aucun n'est glycosyle. II a ete montre ulterieurement que 10 polypeptides 
obtenus par sonication, puis precipitation par de Timmun-serum de souris, presentment des proprietes 
antigeniques. 

La technique de KOHLER et MILSTEIN d'hybridation avec des cellules lymphoTdes a permis de developper 
des anticorps monoclonaux pour sonder la structure antigenlque de Toxoplasma. HUGHES [ (1985) loc. cite ] 

50 mentionne qu'a la date de sa Publication 32 anticorps monoclonaux avaient ete decrits et reagissent contre 
des antigenes de membrane de Toxoplasma . Tous ont ete definis du point de vue serologique ; 4 presentent 
une reactivite a la fots contre les composants de la membrane et du cytoplasme et 28 sont positifs uniquement 
dans des tests de reconnaissance des antigenes de membrane. Les tests d'immunoprecipitation et de 
SDS - PAGE appliques a ces anticorps monoclonaux ont montre que la majorrte d'entre eux reagissent contre 

55 des antigenes de poids moleculaires 35KD, 27KD et 14KD. Les anticorps resultant des clones 3E6 et 2G11 
precipitent tous deux les antigenes de P.M. 35KD et 14KD [HANDMAN et Al. J. IMMUNOL., (1980) pages 
2578-2583], de meme que les anticorps monoclonaux FMC 18, FMC 22, FMC 23 developpes par JOHNSON et 
AI.[J. EXP. BIOL. MED. SCI, 59 (1981), pages 303-306], tous ces anticorps etant specrfiques aux membranes 
des tachyzoYtes, KASPER et Al. [J. IMMUNOL. (1982), 129, pages 1694-1699 et (1983) 130, pages 2407-2412] 

60 ont recemment decrit deux antigenes precipitables de poids moleculaires 22KD (P22) et 30KD (P30). 

De plus, JOHNSON et Al. [J. PROTOZOOL (1983), 30, pages 351-356] ont montre que des anticorps 
monoclonaux qui reagissent contre le meme antigene de membrane peuvent reconnaltre differents epitopes 
et HUGHES suggere en relatant ces derniers travaux (Page 11, loc. cite) que des etudes similaires pourraient 



2 



JSDOCID: <EP 0301961 A1_l_> 



0 301 961 

etre effectuees sur d'autres anticorps monoclonaux qui reconnaissent un antigene commun et pourraient 
permettre de definlr la structure moleculaire des epitopes concernes. 

Dans sa revue apparamment exhaustive (loc. cite), HUGHES souligne egalement I'lmportance de la 
detection des antigenes circulants dans les fluides corporels : aiors que ('infection par Toxoplasma gondii 
conduit normalement a une reponse humorale rapide demontrable par des tests serologiques tels que ceux 5 
enumeres plus haut, ceux-ci peuvent ne pas etre suffisants pour le clinicien lorsqu'il taut diagnostiquer 
rapidement et avec precision la presence d'une infection aigue a partir d'un echantillon unique de serum . Ceci 
est particulierement important dans le cas d'un patient immunodeficient qui represente un danger de 
dissemination ou en cas d'hypogammaglobulinemie sous-jacente.Si la detection d'une antigenemie permet de 
confirmer dans ces cas comme pendant ia phase aigue de rinfection, la presence d'une infection active, dans 10 
la toxoplasmose congenitale, la d6tection d'antigenes dans des fluides corporels tels que le llquide 
amniotique ou le liquide cephalorachidien, peut egalement fournir une indication au sujet de la gravite de 
rinfection par Toxoplasma et permettre, par consequent, de prendre des decisions sur le plan de la 
therapeutique et du pronostic a adopter. 

Des etudes de double diffusion ont montre qu'un antigene circuiant detecte dans du serum de souris 15 
atteintes de toxoplasmose aigue, presente des composants communs avec des extraits de Toxoplasma lyses 
par de I'eau, est une proteine thermolabile (56°C/30 minutes) et son poids moleculaire (obtenu apres I'avoir 
isole par chromatographie d'affinite) est superieur a 100 000, de meme que des antigenes circulants presents 
dans du serum de rats infectes. 

Les antigenes circulants peuvent etre liberes de deux facons : soit par secretion active par ie parasite, soit 20 
par immunolyse. II a ete montre que les antigenes circulants ne presentent pas d'identite immunologique avec 
de simples extraits aqueux ou des lavages peritoneaux, ce qui implique que I'antigenemie n'est pas 
simplement un resultat de para sites mourants ou de ia liberation d'antigenes de cellules infectees. Toutefois 
I'antigene present dans les immuncomplexes circulants recemment decrits par SIEGEL et REMINGTON 
[CLIN. EXP. IMMUNOL (1983) 52, pages 157-163] n'a pas encore ete identifie. 2 5 

Par allleurs JOHNSON [PATHOLOGY (1985), 17, pages 9-19] souligne que la plupart des travaux sur le sujet 
ont utilise la forme "tachyzoYte" de parasite comme source d'antigene, alors que la vole naturelle de 
transmission de ia toxoplasmose est I'ingestion orale soit des sporozoTtes presents dans les oocystes (qui ne 
se trouvent que chez le chat), soit des bradyzoYtes dans les kystes des tissus. II a ete demontre qu'il existe un 
antigene commun aux 5 formes (schizonte, gametocyte, sporozoYte, tachyzoYte, bradyzoYte) du cycle vital de 30 
Toxoplasma et qu'un antis6rum marque a la fluoresceine, produit contre le tachyzofte, reagit specifiquement 
avec les 4 autres formes. Or, d'autres Auteurs [LUNDE et JACOBS, J. PARASITOL. (1983) 69, 806-808] ont 
montre qu'il y a des differences antigeniques entre les tachyzoYtes et les bradyzoftes : de Pantiserum 
anti-bradyzoYtes, marque a la fluoresceine, ne r6aglt que contre les bradyzoYtes, alors que Panti-serum 
anti-tachyzoYtes reagit aussi bien contre les tachyzoYtes que contre les bradyzoYtes. De meme, les essais 35 
effectues par KASPER et Al. [J. IMMUNOL. (1984), 132, pages 443-449) ont corrobore ce resultat, encore que 
les differences antigeniques qu'ils ont montrees entre les sporozoYtes et les tachyzoYtes puissent permettre 
d'envisager la possibility du developpement de tests de diagnostic aptes a differencier les deux voies 
d'infection par Toxoplasma . 

Selon HUGHES (loc. cite), la vaccination contre ia toxoplasmose ne pourra etre envisagee avec les 40 
anticorps monoclonaux, avec plus de succes que les tentatives anterieures (vaccins utilisant des organlsmes 
tues ou des organismes attenues) que dans la mesure ou il pourra etre etabli que les antigenes isoles par 
chromatographie d'affinite en utilisant les anticorps FMC19 et FMC22 isoles par JOHNSON et Al. (loc. cite), 
sont protecteurs et qu'ils sont aptes a induire une reponse humorale. En effet, les resultats rapportes 
jusqu'alors ne sont pas suffisamment probants a ce sujet, a ce jour : JOHNSON et Al. (1983, loc. cite) ont 45 
trouve que les anticorps monoclonaux FMC19 et FMC22 peuvent induire une protection contre des souches 
virulentes et tres virulentes de Toxoplasma , en reagissant contre les antigenes de PM 35KD et 14KD ; 
cependant, d'autres anticorps monoclonaux qui precipitent les memes antigenes, a Panalyse par SDS - PAGE, 
ne procurent pas le meme degre de protection, en sorte que les Auteurs ont suppos§ qu'ils reconnaissaient 
des epitopes differents sur le meme antigene. Les deux anticorps monoclonaux qui induisent une protection 50 
sont des isotypes lgG3 et lgG1 respectivement. Les deux anticorps monoclonaux qui n'induisent pas de 
protection significative sont respectivement des isotypes IgGI (FMC23) et lgG2a (2G11). Si, en ce qui 
concerne FMC23, 1'absence de protection serait effectivement a rapporter a la difference entre les epitopes 
reconnus par rapport a FMC 19 ou FMC 22, en ce qui concerne 2G11 elle pourrait egalement etre due aux 
particularites differentes de la sous-classe lgG2a par rapport aux sous-classes lgG1 et lgG3. 55 

KASPER et Al. [J. IMMUNOL. (1985) 134, pages 3426-3431] ont decrit des tentatives d'immunisation de 
souris par une proteine de membrane de tachyzoYtes de Toxoplasma gondii purifiee, (a proteine P 30, et un 
anticorps monoclonal dirige contre cet antigene ; ils ont observe chez les souris traitees une augmentation 
statistiquement significative de la mortalite par rapport a des souris temoins non-immunis6es et, chez les 
souris vaccinees, un nombre accru de kystes tissulaires intercerebraux par rapport a un groupe temoin. Des 60 
resultats similaires ont ete obtenus avec une immunisation passive par transfert, a faide d'anticorps 
monoclonaux diriges contre I'antigene P 30. Comme les bradyzoYtes ne contiennent ni I'antigene P30, ni 
I'antigene P22, il n'est pas exclu, selon les Auteurs, que cet echec soit du a la resistance des parasites aux 
anticorps antl-tachyzoYtes. 

Les travaux les plus recents dans ce domaine ont fait i'objet d'Abstracts publies dans la Revue 65 
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"MOLECULAR STRATEGIES OF PARASITIC INVASION" editee par I" UCLA en Janvier 1986 : 

- BOOTHROYD, BURG, NAGEL, OSSORIO, PERELMAN, KASPER, WARE, PRINCE, SHARMA et 
REMINGTON (Abstract C19) ont utilise les techniques mettant en oeuvre I'ADN recombinant et les anticorps 
monoclonaux dans le but de mieux comprendre les proprietes biologiques et les proprietes inductrices de la 

5 toxoplasmose ; a cet effet, ils ont utilise les anticorps monoclonaux et polyclonaux diriges contre les 
principaux antigenes de surface du parasite, pour isoler et caracteriser leurs genes respectifs. lis ont produit 
des sequences partielles ou completes de nucleotides de certains de ces genes et ils ont aussi clone et 
partiellement sequence les genes d'a- et de p-tubulines qui ne sont presents chacun qu'en un seul exemplaire 
dans Toxoplasma gondii . Ces derniers ont fait I'objet d'une caracterisation plus poussee rapportee dans 
10 I'Abstract C 59 par NAGEL et BOOTHROYD. 

- BURG, PERELMAN et BOOTHROYD (Abstract C 85) decrivent I'elaboration d'une banque d'expression dans 
le phage XGtH en utilisant I'ADN genomique de Toxoplasma gondii et I'isolement a partir de cette banque, a 
I'aide d'immun-serums de souris infectees par Toxoplasma gondii , d'une sequence possedant un potentiel 
codant pour un determinant antigenique majeur du parasite, qui est le gene TgB1 . Cette sequence semble 

15 specifique a Toxoplasma gondii et le determinant antigenique produit dans le clone TgB1 A,gt11 est reconnu 

par de I'immun-serum de souris, de rat et d'homme. 

Ces Auteurs decrivent egalement le criblage d'une banque d'expression de I'ADNc du Toxoplasma 

(6galement cons trulte k I'aide du phase kgtl 1) pour isoler des sequences codant pour les antigenes presents 

sur la surface du parasite, a I'aide d*antis6rum polyclonal dirige contre les proteines antig£niques de surface P 
20 30 et P 22 purifiees. En utilisant I' ADNc de I'antigene P 22 comme sonde dans un immunotransfert de 

Northern, ils ont detecte une seule espece d'ARN comprenant environ 1600 nucleotides. 

- PRINCE, REMINGTON et SHARMA (Abstract C 106) ont caracterise un antigdne de Toxoplasma gondii 
reconnu par un anticorps monoclonal (mab)F3G3 dont ils ont determine qu'il procure a des souris une 
immunite protectrice de longue duree (superieure a 9 mois). Le clonage des g£nes codant pour les antigenes 

25 de Toxoplasma gondii a ete obtenu en elaborant une banque d' ADNc de tachyzoTtes dans le vecteur 
d'expression gt1 1 , puis criblage de ceiie-ci a I'aide d'un anticorps polyclonal de souris dirige contre I'antigene 
F3G3. 

Des clones recombinants isoles par criblage a I'aide de la sonde anticorps monospecifique, contiennent un 
insert d' ADN de Toxoplasma gondii qui code pour 1/6e de la proteine intacte et I'antigene recombinant qui 
30 r^sulte de ces clones est egalement reconnu par (mabJFaGa. 

Les travaux effectues dans le domaine de la Toxoplasmose ont largement d6montre : - la necessite 
d'identifier des antigenes du stade tachyzoTte et du stade bradyzoTte presentant des epitopes communs, pour 
permettre I'etablissement d'une immunity concomitante ;-la necessity de ridentification des antigenes 
excretes-secretes par les tachyzoTtes et de revaluation de ^importance de leur role dans Timmunite 
35 protectrice - et la necessite de la mise en evidence du role des anticorps de classe IgE dans Timmunite 
protectrice contre la toxoplasmose. 

La prdsente invention a pour objet des antigenes de Toxoplasma gondii (TG) caracterises en ce qu'ils sont 
constitues par des antigenes d'excr6tion-secretion (ES) des tachyzoTtes de TG. 

Dans le cadre de leurs recherches dans le domaine des maladies parasitaires humaines et plus 
40 particulierement de la toxoplasmose, les Inventeurs sont parvenus d identifier les mecanismes effecteurs et 
Immunoregulateurs de ces affections et ils ont notamment pu etablir I'importance des antigenes 
excretes-secretes dans ['elaboration de la r§ponse immunoprotectrice, alors que les antigenes de membrane 
sont plus particulierement impliques dans I'induction d'isotypes aussi bien effecteurs que bloquants. 
Ces decouvertes ont conduit les Inventeurs a chercher a isoler lesdits antigenes excretes-secretes, dans le 
45 but, notamment, de la mise au point d'un vaccin contre la toxoplasmose. 

Conformement a ('invention, les antigenes ES isoles des tachyzoTtes de Toxoplasma gondii sont 
caracterises en ce qu'ils constituent un groupe d'antigSnes dont les 20 majeurs qui ont ete detectes, 
presentent des poids moleculaires respectifs de 185KD, 170KD, 155KD, 105KD, 98KD, 84KD, 68KD, 57KD, 
53KD, 45KD, 43KD, 39KD, 35KD, 34KD, 31 KD, 30KD, 26KD, 25KD, 24KD et 20KD environ. 
50 Selon une disposition avantageuse de I'invention, les antigdnes de poids moteculaires 185KD, 170KD, 
155KD,105KD, 57KD, 53KD, 45KD, 43KD, 39KD, 35KD, 34KD, 31 KD, 30KD, 26KD, 25KD et 24KD sont reconnus 
au cours de la phase chronique. 

Selon une autre disposition avantageuse de I'invention, I'antigdne de poids moleculaire 105KD est identifie 
comme un marqueur de la phase chronique. 
55 Se ! c ?? encore une autre disposition avantageuse de I'invention, I'antigene de poids moleculaire 84KD est 
identifie comme un marqueur transitoire de la phase chronique. 

Selon une autre disposition avantageuse de I'invention, I'antigene de poids mol6cutaire 24KD est identifte 
comme un marqueur tardif de la phase chronique, Egalement mar queur d'immunitd protectrice. 

Selon encore une autre disposition avantageuse de I'invention, I'antigdne de poids moleculaire 98KD est 
60 identifie comme un marqueur de la phase aigue. 

Selon une autre disposition avantageuse de invention, I'antigene de poids moleculaire 68KD est identifie 
comme un marqueur de la phase aigue, cependant moins specifique que I'antigene 98KD. 

Selon une disposition avantageuse de I'invention, les antigenes ES de TG sont isoles de surnageants 
recueillis aprdsincubation d'une suspension de tachyzoTtes de Toxoplasma gondii pendant environ 3 heures 
65 dans un milieu RPMI 1640 contenant 10 0/0 de serum decomplfemente d'origine humaine ou animaie et 
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centrifugation puis ultrafiltration des surnageants recueillis, eventuellement suivie d'une etape de 
concentration et d'une nouvelle etape de centrifugation, ainsi que d'un traitement de congelation a -70°C, 
lesquels antigenes ES sont capafales d'induire une reponse humorale protectrice contre la toxoplasmose! 

Egalement conformement a I'invention, les antigenes de Toxoplasma gondii sont caracterises en ce qu'ils 
sont constitues par des antigenes des bradyzoTtes de Toxoplasma gondii . 5 

Selon une disposition particulierement avantageuse de robjet de I'invention, les antigenes de Toxoplasma 
9° nd " sont caracterises en ce qu'ils sont constitues par des antigenes communs aux tachyzoites et aux 
bradyzoTtes de Toxoplasma gondii. 

Conformement a Tinvention, ces derniers sont identifies par immunoprecipitation de serums de 
mammiferes, notamment de serums humains ou animaux, reconnus comme seropositlfs (solt de phase aigue 10 
contenant des IgM specifiques, soit de phase subaigue contenant a la fois des IgM et des IgG, soit de phase 
chronique contenant des IgG), par des antigenes de tachyzoites et de bradyzoites et/ou le cas echeant par 
des produits de traduction de ces antigenes, conformes a la presente invention, de preference prealablement 
radiomarques, puis dissociation des immunoprecipites formes, suivie d'une electrophorese en gel de 
polyacrylamide (SDS-PAGE),^d*une autoradiographique des gels et de leur revelation. 75 

Selon une modalite avantageuse de cette disposition, un antigene de Toxoplasma gondii commun aux 
tachyzoites et aux bradyzoites, excret6-secrete par les tachyzoites, isole de maniere appropriee, se 
caracterise par son poids moleculaire d'environ 43KD, par le fait qu'il est de nature glycoproteique et par le fait 
qu'il est reconnu par des serums anti-ES, par des serums de souris anti-bradyzoites et par des serums 
humains preleves chez des malades. 2Q 

Selon une autre modalite de cette disposition, un antigene de Toxoplasma gondii commun aux tachyzoites 
et aux bradyzoites, excrete-secrete par les tachyzoTtes, isole de maniere appropriee, se caracterise par un 
poids moleculaire d'environ 25KD-24KD et par le fait que sa localisation dans les tachyzoites est confirmee par 
immunoprecipitation par les serums anti-bradyzoites. 

Conformement a I'invention, les antigenes de bradyzoites de Toxoplasma gondii sont isoles de kystes 25 
recuperes de broyats de tissus de mammiferes, tels que souris notamment, infectes par la forme chronique de 
Toxoplasma gondii, lesquels kystes sont purifies sur un gradient approprie, soniques puis broyes a I'etat 
congele et centrifuges pour recueillir un surnageant contenant les antigenes cytoplasm iques (fraction Si) et le 
culot dont on libere les antigenes membranaires (fraction S2) & I'aide d'un d6tergent approprie. 

La presente invention a egalement pour objet des produits de traduction d'ARNm de tachyzoTtes qui sont 30 
caracterises en ce qu'ils portent les epitopes reconnus par les antigenes ES de Toxoplasma gondii . 

Selon une disposition avantageuse de I'invention, ces produits de traduction sont obtenus par precipitation 
d'ARN a partir de lysats de tachyzoYtes centrifuges dont le culot est extrait par des agents d'extraction 
appropries pour precipiter I'ARN, purification des ARN messagers par separation des ARN poly A + de I'ARN 
total par chromatographie, puis traduction in vitro des ARNm dans du lysat de reticulocytes en presence d'un 35 
melange d'amino-acides depourvu de L-methionine et comprenant la 35 S-methionine, en milieu tamponne, et 
synthese d' ADNc a partir de i'ARNm de tachyzoites precedemment obtenu, par action de la transcriptase 
reverse d'AMV, la banque d'ADNc ainsi formee etant ensuite criblee pour identifier les phages recombinants 
dont Tinsertion d'ADNc dirlge la synthese d'une proteine ou fraction de proteine portant les epitopes 
reconnus par les antlcorps antl-ES et y selectionner les clones ES reconnus par des serums humains, les 40 
clones retenus etant caracterises par s6lection d'anticorps. 

La presente invention a egalement pour objet des serums riches en anticorps IgE propres a conferer une 
protection significative contre la toxoplasmose et en particulier contre les tachyzoYtes, caracteris6s en ce 
qu'ils sont obtenus a partir d'animaux immunises par des antigenes ES. 

La presente invention a en outre pour objet des anticorps monoclonaux caracterises en ce qu'ils sont 46 
produits par des cultures d'hybridomes resultant de la fusion de cellules d'animaux immunises par les 
antigenes ES, avec des cellules tumorales. 

La presente invention a, de plus, pour objet des vaccins propres a procurer une protection significative 
contre la toxoplasmose, caracterises en ce qu'ils contiennent en tant que constituant actif des anticorps 
polycionaux ou monoclonaux anti-ES. 50 

La presente invention a egalement pour objet des compositions therapeutiques pour le traitement de la 
toxoplasmose, caracterisees en ce qu'elles contiennent en tant que constituant actif, des antigenes ES, et 
plus particulierement des antigenes ES presentant des epitopes et des deter minants communs aux 
tachyzoTtes et aux bradyzortes. 

La presente Invention a en outre pour objet des produits de diagnostic de la toxoplasmose, y compris de la 56 
toxoplasmose congenitale, caracterises en ce qu'ils contiennent en tant que constituants actifs, des 
antigenes ES. 

Outre les dispositions qui precedent, I'invention comprend encore d'autres dispositions qui ressortiront de 
la description qui va suivre. 

L'invention sera mieux comprise a I'aide du complement de description qui va suivre, qui se refere a des 60 
exemples de preparation d'antigenes de Toxoplasma gondii , et plus particulierement d'antigenes ES, de 
caracterisation de ceux-ci et de preparation d'anticorps anti-ES. 

II doit etre bien entendu, toutefols, que ces exemples sont donnes uniquement a titre d'illustration de I'objet 
de I'invention, dont ils ne constituent en aucune maniere une limitation. 
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EXEMPLE 1 - Preparation d'antigenes d'excretion-secretlon des tachyzoi'tes (antigenes ES) 



a) Conditions d'excretion : 

La viabilite des parasites est evaluee par un test prealable de survie a I'erythrosine B : 30 microlitres de la 
suspension de tachyzoTtes et 30 microlitres d'une solution d'erythrosine B a 4 milligrammes par millilitre en 
tampon PBS 0,01 M pH 7,2 sont mis en contact sur un bain de glace pendant 5 minutes exactement avant 
observation microscopique. On determine alors le pourcentage de tachyzoites vivants, respectes par le 
colorant et apparaissant refringents, et de tachyzoites morts, penetres par I'erythrosine et colores en rose. 

Ce test de survie a permis d'etablir que les conditions de survie optimales correspondent a une excretion 
active, sans liberation d'antigenes cytoplasmiques par lyse des parasites. 

Les antigenes ES sont obtenus en incubant pendant 3 heures les tachyzoTtes (a raison de 1,8 x 10 8 
tachyzoides par tube de 1,5 millilitre de milieu d'excretion) dans du milieu RPMI 1640 contenant 10 0/o de 
serum decomplemente d'origine humaine ou animale. 

La cornparaison de la cinetique d'excretion en presence de serums de diverses origines a montre que les 
meilleurs resultats sont obtenus par ordre decroissant avec des serums humains, de veau foetal, de lapin, de 
rat et de souris. Les antigenes excretes en presence de ces differents s6rums sont qualitativement identiques. 

A la fin des 3 heures d'incubation, une centrifugation a 2800 tours par minute pendant 10 minutes permet de 
separer les surnageants contenant les antigenes ES. Ces surnageants sont ensuite filtres sur membrane 
Millipore (0,22 jim) puis concentres 10 fois par centrifugation a 5000 tours par minute pendant 40 minutes en 
tubes Centricon 10 (Amicon). Ces preparations d'antigenes ES sont conservees par congelation a-70°C 
apres addition d'une solution d'inhiblteurs de proteases presentant la composition suivante : 

- pour 100 ml de PBS 10 mM pH 7,2 = 

- Fluorure de Phenylmethylsulfonyl (PMSF) (Sigma) : 100 uJ d'une solution a 40 mM dans I'ethanol absolu 

- N p Tosyl-L-lysine-ch!oromethylc§tone (TLCK), (Sigma) = 7,3 mg 

- Acide Ethylene diamine tetraacetique, sel disodique (EDTA) (Prolabo) = 75 mg 

- N Tosyl-L-Phenylalanine-chloromethylcetone (TPCK) (Sigma) «7mg 

b) Marquage rnetabolique par la methionine 35 S : 

Apres filtration sur membrane Nuclepore (3pjn) et lavages en milieu RPMI, les tachyzoites sont mis en 
suspension, a raison de 1.2.10 8 tachyzo'ites/ml dans du milieu RPMI 1640 sans methionine ni cystine, 
contenant 10 0/0 de serum decomplemente par chauffage a 56° C pendant 30 minutes : ce serum a ete 
prealablement dialyse une nuit a +4°C contre une solution de NaCI 9 °/oo et filtre sur membrane Millipore 
(0,22 urn). 

La suspension de tachyzoites est repartie sous un volume de 1 ,5 millilitre dans des tubes a hemolyse places 
a 37° C et soumis pendant 30 minutes a une agitation douce. 

On ajoute ensuite au milieu de cette culture la methionine marquee (225 microcuries par tube) et on 
reincube a 37° c sous agitation douce. Au bout d'une heure, on ajoute dans chaque tube 15 microlitres de 
methionine et 15 microlitres de cystine froide du Kit RPMI (Difco) avant de replacer les tubes a 37° C sous 
agitation pendant 1 h.30. Apres centrifugation a 2800 tours par minute, pendant 10 minutes, on s§pare pour les 
traiter differemment les surnageants contenant les antigenes ES, des culots constitues des parasites entiers. 

Apres filtration sur membrane Millipore (0,22u.m), puis passage sur colonnes de Sephadex G25 M (PD 10 de 
Pharmacia) pour eiiminer la methionine libre, les surnageants sont concentres 10 fois par centrifugation a 5000 
tours par minutes, pendant 40 minutes, en tubes Centricon 10 (Amicon). Les antigenes ES sont conserves par 
congelation a -70° C apres addition d'inhibiteurs de proteases teis que decrits plus haut. 

c) Marquage des antigenes contenus dans le culot, par la methionine 35 S : 

Les culots obtenus ci-dessus sont laves deux fois en PBS 0,01 M pH 7,2 et repris par de I'eau distillee avant 
d'etre soumis a 6 cycles de congelation (en azote liquide) et decongelation (en bain-marie a 37° C) successifs. 

Une nouvelle centrifugation (2800 tours par minute pendant 10 minutes) permet de separer les surnageants 
(contenant les antigenes cytoplasmiques), des culots, a partir desqueis seront extraits les antigenes 
membranaires. 

L'extraction et la solubilisation des anti genes membranaires est obtenue par traitement au Nonidet P40 ou 
au CHAPS( /(3 cho lam ido-p ropy!) dimethylammonio/-propane-su!fonate) (FLUKA), sulvi d'une centrifugation 
a 5000 tours/mn pendant 30 minutes : les antigenes membranaires solubilises sont contenus dans le 
sumageant. 

Les antigenes cytoplasmiques et membranaires sont conserves par congelation a -70°C en presence d'une 
solution d'inhibiteurs de proteases. 

d) Marquage des antigenes membranaires des tachyzoites par 125 l (lodogen) : 

La methode de marquage utilisee est une modification de la methode utilisant l*IODO-GEN decrite par 
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HOWARD et Al. [ HOWARD, R.J., KAVSHAL, D.C., CARTER, R., J. PROTOZOOL, (1982) 22, 114 ]. Les 
tachyzoites obtenus par lavages peritoneaux de souris infectees par la souche R.H. de T. gondii sont laves 

deux fois par du PBS 0.01 M pH 7,2 apres filtration sur filtres Nuciepore 3am. 

On dissout 1 milligramme d'lODO-GEN (PIERCE Chemical Co., Rockford, IL) dans 10 mlllilitres de 
chloroforme et on transfere 625 microlltres de cette solution dans un tube en verre. On evapore alors le 
solvant sous courant d'azote et on ajoute 10 8 tachyzoites. Apres 10 minutes de contact a 4°C avec 500 u.c 
d'1251, on transfere le melange dans un autre tube contenant du PBS 0,1 M, pH 7,2, Nal 10 mM pour arreter la 
reaction. On lave ensuite trois fois les tachyzoites en PBS 0,1 M, pH 7.2. Les antigenes membranaires sont 
ensuite extraits par le Nonidet P40 ou le CHAPS 

EXEMPLE 2 - Preparation d'antlgenes des bradyzoites : 



a) Production de bradyzoites ; extraction des antigenes : 

Les bradyzoites, stade enkyste du toxoplasme, sont produits en infectant par vole intraperitoneale des 
souris SWISS avec environ 30 kystes de la souche "chronique" 76 K de Toxoplasma gondii . Apres 4 a 6 
semaines, les souris Infectees presentent de 1000 a 2000 kystes intracerebraux. 

Les kystes, recuperes a partir de broyats de cerveaux de souris infectees, ont ete tout d'abord purifies sur 
gradient de gomme arabique, selon la technique de Nakabayashi et Motomura (1968). La technique 
d'extraction des antigenes des bradyzoites (presents dans les kystes) choisie est la suivante : les kystes sont 
soumis aux ultra-sons (quatre fois 1 minute), puis broyes a I'etat congele par 1 7 passages a la X-Presse. Apres 
centrifugation a 32000 g pend-dant 2 heures a +4°C, le surnageant contenant les antigenes cytoplasmiques 
(fraction Si) est recueiili et le culot est traite par le detergent CHAPS qui libere les antigenes membranaires 
(fraction S 2 ). Les differentes etapes sont effectuees en presence d'une solution d'inhibiteurs de proteases. 

b) Marquage des antigenes des bradyzoites par 125i : 

Le marquage est realist suivant la technique de HUNTER & GREENWOOD (chloramine T) [(1962) Nature 
London, 194, 495-496]. 

Les fractions Si et S2 (contenant de 250 a 500 u,g de proteines) sont placees dans un faible volume de 
tampon phosphate de sodium 0,5 M final, pH 7,4 (300 a 400 u.l). 
La reaction de marquage est identique dans ies deux cas : 

- addition de 500 u.Ci Na 125 l (Amersham) + 100 jxl d'une solution a 2 mg/ml de chloramine T (Merck) 

- incubation 1 min. 30 a temperature ambiante sous agitation douce 

- addition de 100 u.I d'une solution a 4 mg/ml de metabisulfite de sodium (Prolabo) 

- dialyse sur une colonne PD10 (Pharmacia) contre du PBS pour eliminer I'lode libre. 

EXEMPLE 3 - Isolement par immunoprecipitation et 6lectrophordse SDS-PAGE, des antlgdnes ES 
presentant des epitopes communs aux tachyzoites et aux bradyzoites : 



a) Immunisation par les antigenes d'excretion-secretion des tachyzoites : = 



- Rats Fisher 

Immunisation par 4 injections sous-cutanees realisees avec des intervailes de 10 a 14 jours. 
Produit injecte : antigenes ES obtenus a I'Exemple 1 correspondant a I'excretion de 10 8 tachyzoites sous un 
volume de 300 u,l, additionnes de 300 u.l d'adjuvant incomplet de Freund. 

- Souris Balb/C 

Immunisation par 4 injections sous-cutanees realisees a 10 jours d'intervalle. 

Produit injecte : antigenes ES obtenus a I'Exemple 1 correspondant a Texcretion de 0,5 x 10 8 tachyzoites 
sous un volume de 100 |xl, additionnes de 100 u,l d'adjuvant incomplet de Freund. 

- Lapins 

Les lapins ont ete immunises selon la technique de Vaitukaitis et AI.[J. Clin. Endocr.(1971), 33, 988-991): 40 
injections intradermiques sont realisees avec 1 ml d'antigenes ES (correspondant a rexcretion de 8.108 
tachyzoites additionnes d'l ml d'adjuvant complet de Freund) + 1 injection intra-musculaire de 1 ml de vaccin 
antl-coquelucheux (Vaxicoq, Institut Merieux). Des rappels avec 1/1 Oe de la dose de depart sont realises 
toutes les trois semaines a partir de 1 mois par voie intra-musculaire. 
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b) Immunisation par les antigenes des bradyzoftes : 



- Rats Fischer 

5 

4 injections sous-cutanees avec des intervalles de 10 a 14 jours. 

- Antigenes solubles (S1) 

10 Par injection : environ 60 ug d'antigenes solubles (S1) obtenus a I'Exemple 2 dans 300 u.l de PBS 10mM pH 
7,2 -h 300 uJ d'adjuvant incomplet de Freund. 

- Antigenes membranaires (S2) 

15 Par injection : 130 jig d'antigenes membranaires (obtenus a I'Exemple 2) dans 300 uJ d'adjuvant incomplet 
de Freund. 

- Souris Balb/C 

20 4 injections sous-cutanees a 10 jours d'intervalle. 

- Antigenes solubles (S1) 

Par injection : 15 fig d'antigenes (obtenus a I'Exemple 2) dans 75 u.l de PBS 10 mM pH 7,2 + 75 jil d'adjuvant 
25 incomplet de Freund. 

- Antigenes membranaires (S2) 

Par injection : 60 ug d'antigenes membranaires (obtenus a I'Exemple 2) dans 75 uJ de PBS 10 mM pH 7,2 + 
30 75 pJ d'adjuvant incomplet de Freund. 

c) Immunisation par les antigenes de cerveau de souris Swiss (productrices des kystes) : 

Un cerveau de souris Swiss a ete broye, puis soumis de la meme facon que les bradyzoftes a 17 passages a 
35 la X-Press. L'immunisation de rats Fisher et de souris Balb/c par Pextrait soluble a ete realisee de ia meme 
facon qu'avec les antigenes S1 des bradyzoftes. 

d) Protocole d'infection de rats et de souris : 

40 

Infection de rats Fischer 

Infection par voie intraperitoneale par 10 s ou 10 7 tachyzoTtes de la souche RH dans 500 ul de PBS 10 mM pH 
7,2. 

45 Infection de rats Nu/Nu [cf SANTORO et al., (C.R. ACAD. SCI. (1987), 304, 297-300)] 
Infection de souris Balb/C 

Infection par voie intraperitoneale a raison de 5 a 30 kystes de la souche "chronique" 76 K dans 250 al de 
50 PBS 10 mM, pH 7,2. 

e) Serums humains 

741 serums, recueillis au Laboratoire Saint- Camille a Lille, aux fins de diagnostic, ont et6 caracterises par 
55 les tests serologiques classiques : agglutination directe avant et apres traitement par le mercapto-2-ethanol 
(technique de COUZINEAU) et immunofluorescence Indlrecte a I'alde d'un serum de chevre antl-lmmunoglo- 
bulines humaines G-A-M (IPP, technique de WELLER et COONS) et d'un serum de chevre anti IgM humaines 
(IPP, technique de REMINGTON). 

Les Inventeurs ont ainsi repertorie 139 serums "aigus\ caracterises par la presence d'lgM specifiques 
60 reconnues par au moins deux methodes sur les trois utilisees, 462 serums "chroniques D , depourvus d'lgM 
specifiques, et 140 serums negatifs par toutes les techniques. 

f) Immunoprecipitation des antigenes 

65 f).l - Les echantillons seriques, prealablement sterilises par filtration sur membrane Millipore (0,22 
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micrometre), sont aliquotes par 10 microlitres en tubes silicones (Eppendorf). On ajoute dans ces tubes 500 
microlitres de tampon d'absorption (Tris 10 mM, EDTA 2 mM, NaCI 0,15 M, Nonidet P40 0,5 o/o, contenant 100 
unites Kallikreine d'aprotinine par millilitre et ajuste a pH 7,4), puis la dose adequate d'antigene marque 
calculee en fonction du nombre de cpm dans la preparation initiaie (40 000 cpm pour les ES marques a la 
methionine 35 S, 250 000 cpm pour les antigenes cytopiasmiques ou membranaires marques a la methionine $ 
3S S, 400 000 cpm pour les antigenes des tachyzoites et des bradyzoftes marques a 126 l et 60 000 cpm pour les 
produits de traduction marques a la methionine 3S S). On laisse ensuite en agitation a temperature ambiante 
pendant trois heures. 

f).2 - On prepare d'autre part une suspension de proteine A-Sepharose (Pharmacia) : on laisse gonfler une 
heure le proteine A-Sepharose dans le tampon d'absorption, a raison de 10 milligrammes de produit par 10 
echantillon a analyser. On repartir la suspension dans une nouvelle serie de tu bes silicones qui sont separes 
en deux groupes : le premier ne subit pas de manipulation dans I'immediat et correspond aux echantillons 
pour lesquels la proteine A ne doit pas etre pretraitee, tandis que le second correspond aux echantillons dans 
lesquels on veut capter, outre les anticorps de classe IgG qui se fixent d'eux-memes sur la proteine A, les 
anticorps de classe IgM dont la capture necessite un artifice. Les tubes de ce second groupe sont done 15 
centrifuges (1000 tours pendant 1 minute) et le surnageant elimine. On Ajouteau culot 200 microlitres de 
tampon d'adsorption et 50 microgrammes d'un anticorps de classe IgG et de speclficlte anti-lgM. La fixation 
de cet anticorps est assuree par un temps de contact d'une heure sous agitation a temperature ambiante. Les 
billes de proteine A-Sepharose sont ensuite lavees deux fois dans le tampon d'adsorption. 

Juste avant utilisation, les tubes des deux groupes sont centrifuges et ie surnageant elimine. On transfere 20 
dans ces tubes les immunoprecipites et on laisse en contact pendant une nuit a 4°C sous agitation douce. 

Un cycle de 8 lavages par 1 millilitre de tampon d'adsorption est alors effectue. On verifie la qualite des 
lavages en mesurant la radioactivite du 8eme surnageant ; de nouveaux lavages sont effectues si celle-ci est 
trop elevee. On ajoute alors a tous les culots 60 microlitres d'un tampon TRIS 125 mM, SDS 3 o/o, saccharose 
20 °/o, bleu de broniophenol 0,1 o/o et p-mercaptoethano! 20 o/o. 25 

Apres agitation, les tubes sont soumis a deux ebullitions successives de 1 min. 30, separees par un nouveau 
temps d'agitation energique (Vortex). 

On centrifuge ensuite tous les tubes a 3000 tours par minute pendant 15 minutes et on transfere les 
surnageants contenant les immunoprecipites dissocies, dans une nouvelle serie de tubes. On mesure sur 5 
microlitres la radioactivite de chacun de surnageants, ce qui donne une idee approximative de la quantite 30 
piegee par les anticorps seriques. L'ensemble des echantillons est alors soumis a une electrophorese en gel 
de polyacrylamide. 



f) Electrophorese (SDS-PAGE) des immunoprecipites et autoradiographie. 



35 



Les electrophoreses en gels de polyacrylamide (SDS-PAGE) ont ete realises seion le protocole decrit par 
LAEMMLI [(1970) Nature (London) 256, 495-497] dans un appareil a electrophorese vertical BioRad. 

Les echantillons traites sont separes dans un gel homogene de polyacrylamide 10 o/o (dimensions : 14 x 16 
cm). L'electrophorese s'effectue sous un courant de 7mA durant 16 a 18 heures dans un tampon TRIS-glycine 
pH 8,3 contenant 1 % de SDS. 40 

Apres fixation des proteines par un melange de methanol et d'acide acetique, le gel est deshydrate sur 
papier Whatman (secheur sous vide, BioRad). Si les antigenes recherches sont marqu6s a la methionine 35 S, 
le gel est impregne pendant 20 minutes d'une emulsion photographique (Amplify AMERSHAM). 

L'autoradiographie des gels se fait contre un film Kodak X-Omat RP et les films sont revel6s apres une 
exposition de 3 (antigenes marques a 125 l) a 6 (antigenes marques a la methionine 35 S) jours a - 70° C. 45 

g) Calcul des masses moieculaires des antigenes. 

Les gels sont etalonnes grace a un melange de proteines precolorees de masse moleculaire connue 
(commercialise par BRL, USA), on mesure la distance parcourue dans le gel par ces proteines au cours de 50 
l'electrophorese. Les valeurs obtenues permettent d'etablir la droite d'etalonnage d — f(log MM) et done de 
determiner la masse moI§culaire des proteines presentes dans les echantillons analyses. 

Les masses moieculaires des antigenes mentionnes dans le tableau qui va suivre represented une 
moyenne etablie a partir d'une trentaine de gels. 

55 
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TABLEAU I 



ANTIGENES ES RECONNUS AU COURS DE LA TOXOPLASMOSE HUMAINE 

Masse moleculaire Specificite 
185 000 \ 

170 000 f Reconnus au cours de la phase chronique 
155 000 J 

105 000 > marqueur de la phase chronique "doublet" caracte- 

98 000 * marqueur de la phase AIGUE* risant la phase 

chronique 

84 000 ^ marqueur transitoire de la phase chronique 



68 


000 


57 


000 


53 


000 


45 


000 


43 


000 


39 


000 


35 


000 


34 


000 


31 


000 


30 


000 


26 


000 


25 


000 


24 


000 


20 


100 



marqueur de la phase aigue, 
_^ de specificite moindre que la 95 XD 

car faiblement reconnue par les serums negatifs 



Reconnus au cours de la phase chronique 



marqueur tardif de la phase chronique 
marqueur d'immunite protectrice 



* La 98 kD / presente tout au long de 1' evolution de la 
maladie, est le premier antigene etroitement specifique a 
etre reconnu . 
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EXEMPLE 4 - Mise en Evidence de la reconnaissance des Antigenes ES par des sdrums d'animaux. 

Des antigenes ES marques a la 35 S-methionine (comme decrit a I'Exemple 1.b) immunopr6cipit6s par 
dtfferents serums d'animaux sont reconnus par ceux-ci comme indique dans ie Tableau 2 ci-apres. 
Dans ce Tableau, les chiffres soulignes correspondent a des bandes majeures. 

Les chiffres qui figurent dans ledit Tableau se rapportent aux masses moleculaires, en daltons, des 
antigenes ES reconnus. 
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Tableau II 

BILAN DES ESA (s35 Me t) RECONNUS PAR DES SEROMS 



HUMAIN 
Chronique 



SOURIS 
Chronique 



SOURIS 
anti-ES 



RAT 
INFECTE 



RAT 
Anti-ES 



RAT NUDE 
INFECTE 



185 000 
170 000 
155 000 
98-105000 
(doublet) 



20 100 



170 000 
155 000 
98-105000 



185 000 185 000 

170 000 170 000 



155 000 



/ 98-105000 98-105000 98-105000 



84 


000 


84 


000 


84 


000 


84 


000 


84 


000 




68 


000 


68 


000 


68 


000 


68 


000 


68 


000 


68 000 


















(faible) 












65 


000 
















62 


000 


62 


000 












57 


000 


57 


000 






56 


000 


55 


000 


55 000 


53 


000 






53 


000 












45 


000 










45 


000 


45 


000 




43 


000 






43 


000 


42 


000 


42 


000 


42 000 


39 


000 














39 


000 


39 000 


35 


000 


35 


000 


35 


000 


35 


000 


35 


000 




34 


000 


34 


000 






34 


000 


34 


000 


34 000 


31 


000 






31 


000 


31 


000 


31 


000 


31 000 
(faible) 


30 


000 




















26 


000 




















25 


000 


25 


000 


25 


000 


25 


000 


25 


000 


25 000 
(faible) 


24 


000 










24 


000 


24 


000 


24 000 



Antigenes membranaires majeurs des tachyzoites ( 125 j )reconnus 

par des serums de rats et de souris immunises par les 

antigenes ES f 43 000 

| 30 000 
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EXEMPLE 5 - Induction d'antlcorps de classe IgE et leur role dans la toxoplasmose experimental du rat. 

Chez le rat Fischer normal, comme chez ia plupart des notes mammiferes non-immunocompromis 
I'infection par Toxoplasma gondii induit une immunite permanente. ' 5 

Les mecanismes de la memoire immunitaire sont connus pour etre T-dependants et necessitent pour etre 
entretenus la persistance de formes enkystees (bradyzoites) cerebrales. 

Cependant, I'ensemble des mecanismes responsables de reduction de cette immunite permanente sont 
mal connus. 

Chez le rat Fischer Nu/Nu, qui represente un modele de terrain immunocompromls, 10 5 tachyzoites de ia 10 
souche RH de Toxoplasma gondii Injectes IP. sont suffisants pour tuer 100 o/ 0 des anlmaux en 12 a 15 jours 

Des rats Fischer de 10-12 semaines ont ete infectes par 10 7 tachyzoites de la souche RH de Toxoplasma 
gondii. De facon a mieux cerner le role des antigenes excretes/secretes (ES), les animaux ont ete inocules 
sort par des tachyzoites vivants, sort par des tachyzoites irradies (10 000 rads delivres en 10 mn), soit par des 
antigenes ES prepares comme decrit precedemment. ' 15 

L'augmentation du taux d f lgE specifiques dans le serum (mesure par radioallergosorbent test ou RAST) et 
a la surface de certaines cellules sanguines (analyse par cytometric de flux) a ete suivie a intervalles reguliers 

De plus, le pouvoir protecteur de ces IgE specifiques a ete etudie par transfert chez les rats 
immunodeprimes Nu/Nu avant Infection par 10 s Toxoplasma gondii . 

La figure 1 annexee montre la cinetique d'apparition des IgE seriques chez les rats Fischer normaux acres 20 
differents traitements. 

Les tachyzoites vivants induisent une reponse IgE specifique. Cette reponse est extremement precoce et 
peut etre detectee des le 7eme pour apres I'infection. La reponse maximum est observee au 21 erne jour 
L'injection d'antigenes ES a des rats normaux entraTne egalement une reponse IgE significative 

On peut noter que les antigenes ES induisent le meme type de reponse mais moins intense. Neanmoins, 25 
apres injection de rappel un mois apres la premiere injection, I'augmentation des IgE specifiques est 
beaucoup plus importante. On peut noter que I'utilisation d'adjuvants de la reponse IgE (Bordetella pertussis) 
avec fes ES induit une augmentation significative des IgE au cours de la reponse primaire alors que l'injection 
de Tadjuvant seul n'entratne pas de reponse specifique. 

La figure 2 annexee montre ie resultat des transferts des differents types de serums chez les rats Fischer 30 
Nu/Nu. Tous les serums utilises ont ete preleves pendant la reponse primaire au 2e jour. 

Lorsque les animaux recoivent 2 ml de serums riches en IgE specifiques provenant de rats normaux infectes 
par des tachyzoites vivants ou immunises par des antigenes ES, on peut noter que I'augmentation du delai de 
survie est significative par rapport aux animaux qui ont recu des serums provenant de ra s immunises par des 
tachyzoites irradies ou ayant recu du serum physiologique. 35 

Cette augmentation de survie est effectivement due aux IgE car leur depletion par immunoadsorption 
ramene la duree de survie a des valeurs proches de celles des controles. 

La figure 3 annexee montre que des plaquettes provenant d'animaux infectes par des tachyzoites vivants ou 
immunises par les ES conferent aux rats Nu/Nu le meme type de protection que des serums des animaux 
correspondants. On peut egalement noter que les plaquettes provenant d'animaux immunises par des 40 
tachyzoites irradies ne protegent pas significativement les rats Nu/Nu. 

La figure 4 annexee montre que la cinetique d'apparition des IgE a la surface des plaquettes est comparable 
a celle des IgE seriques. Les taux d'lgE a la surface des plaquettes varient suivant le type d'antigene utilise de 
la meme fapon que les IgE seriques. Le delai de survie est dose-dependant et une dose de 5 x 10 7 cellules est 
suffisante pour entrainer une protection significative. 45 

La protection conferee par les piaquettes apparait etre liee a des phenomenes de type antibody-dependent 
cell cytotoxicity (ADCC). En effet (cf. figure 5 annexee), on peut observer que des plaquettes provenant 
d'animaux normaux infectes par des tachyzoites vivants ou immunises par des ES f mais non par des 
tachyzoites tues, sont capables de detruire des tachyzoites In vitro. Les mecanismes de cette destruction ne 
sont pas encore eiucides. 5Q 

EXEMPLE 6 - R6ponse humorale contre les antigenes ES au cours des phases algue, subaigue et 
chronique de la toxoplasmose humalne. 

Technique utilisee : radioimmunoprecipitation et analyse des immunoprecipites en SDS-PAGE (gel de 
polyacryiamide 10 0/0). Antigenes : antigenes ES, cytoplasmiques et membranaires des tachyzoites marques 55 
par la methionine 36 S. 

Serums utilises : serums humains preleves au cours des differentes periodes de la maladie : aigue subaigue 
chronique. Les resultats obtenus sont representes a la figure 6 annexee. 

- Les antigenes ES marques ont ete immunoprecipites par des serums humains prelev6s • 

. en phase aigue (piste 1) go 

. en phase subaigue (piste 2) 

. en phase chronique (pistes 3 et 4) 

et par des serums negatifs (pistes 7 et 8). 

- Des antigenes cytoplasmiques (extrait soluble de tachyzortes lyses par I'eau) et membranaires (extraits par 

le NP40) ont a titre comparatif ete immunopr6cipites par des serums chroniques : ' 65 
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. piste 5 : antigenes cytoplasmiques 
. piste 6 : antigenes membranaires. 

- Les premiers antigenes qui sont reconnus sont les antigenes 68 et 98 KD, presents en phases aigue et 
subaigue (partie A) 

5 - En periode chronique (partie B), les serums de patients reconnaissent les antigenes de masse approximative 
105, 84, 57, 45, 39, 35, 25 et 24 KD. 

La bande 105 KD forme avec la bande 98 KD un "doublet" specifique de la phase chronique. 

EXEMPLE 7 - Mise en evidence (apres marquage par 125 l) d'un antlgene 43 KD commun aux tachyzoites et 
w aux bradyzoTtes,excrete-secrete par les tachyzoites. 



Antigenes immunoprecipites : 

- extrait membranaire de tachyzoites marque par 125 l (lodo-Gen) 

15 - antigenes solubles de bradyzoTtes (S1) marques par 125 l (choramine T) 

- antigenes membranaires de bradyzoTtes (S2) extraits par le CHAPS, puis marques par 125 l (chloramine T). 

S6rums utilises : 

- serum de lapin immunise par les antigenes ES 

20 - serum de souris Balb/C immunise© par les antigenes membranaires (S2) des bradyzoTtes 

- serum de souris Balb/C immunisee par des antigenes de cellules de cerveau de souris Swiss (les 
bradyzoTtes, provenant de souris Swiss, sont contamines par des cellules de cerveau). 

Les resultats obtenus sont representes a la figure 7 annexee : 

25 Pistes 1 et 2 : I mmuno precipitation par un serum de lapin anti-ES : 

- d'antigenes membranaires de tachyzoites (piste 1 ) 

- d'antigenes membranaires (S2) de bradyzoites (piste 2) 

Pistes 3 a 5 : Immunoprecipitation par un serum de souris Balb/C anti-bradyzoltes (fraction S2) 
30 - d'un extrait membranaire de tachyzoites (piste 3) 

- d'un extrait soluble (fraction S1) de bradyzoTtes (piste 4) 

- d'un extrait membranaire (fraction S2) de bradyzoTtes (piste 5) 

Pistes 6 a 8 : Immunoprecipitation par un serum de souris Balb/C anti-cerveau 
35 -d'un extrait soluble (S1) de bradyzoTtes (piste 6) 

- d'un extrait membranaire (S2) de bradyzoTtes (piste 7) 

- d'un extrait membranaire de tachyzoites (piste 8). 

L'antigene 43 KD des tachyzoites et des bradyzoites reconnu par les serums anti-ES et anti-bradyzoltes Test 
egalement par les serums humains. 
40 L'antigene d'environ 55 KD, reconnu par les serums de souris anti-cerveau ne semble pas specifique des 
bradyzoTtes. 

EXEMPLE 8 - Mise en evidence (apres marquage par la Met 35 S) d'un antigene d'environ 25 KD commun 
aux tachyzoites et aux bradyzoTtes, excrete-secrete par les tachyzoites. 

45 

- Antigenes immunoprecipites (marques par la methionine 35 S) 

- Antigenes ES 

- Antigenes cytoplasmiques des tachyzoites (fraction H2O) 

50 - Antigenes totaux des tachyzoites (traitement par le CHAPS des parasites entiers). 

- Serums utilises 

- serums de souris Balb/C immunisees par les antigenes solubles (SI) ou membranaires (S2) des bradyzoTtes 

- serum de souris Balb/C immunisees par un extrait de cellules de cerveau de souris Swiss 

55 - serum de rats Fischer immunises par les antigenes solubles (S1) ou membranaires (S2) des bradyzoTtes. 
Les resultats obtenus sont representes a la figure 8 annexee. 

- Pistes 1 a 3 : Immunoprecipitation par un serum de souris Balb/c anti-bradyzoTtes (fraction S2) 

- d'antigenes ES (piste 1 ) 

60 - d'antigenes cytoplasmiques (fraction H 2 0) des tchyzoltes (piste 2) 

- d'antigenes totaux (fraction CHAPS) des tachyzoites piste 3). 

- Pistes 4 a 6 : Immunoprecipitation par un serum de souris Balb/C anti-bradyzortes (fraction S1) 

- d'antigenes ES (piste 4) 

65 - d'antigenes cytoplasmiques des tachyzoites (piste 5) 
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- d'antigenes totaux des tachyzoTtes {piste 6). 

- Pistes 7 a 9 : Immunoprecipitation par un serum de souris Balb/c anti-ceilules de cerveau de souris Swiss 

- d'antigenes ES (piste 7) 

- d'antigenes cytopiasmiques des tachyzoTtes (piste 8) 5 

- d'anrigenes totaux des tachyzoTtes (piste 9). 

- Pistes 10 a 12 : Immunoprecipitation par un serum de rat Fischer anti-bradyzoTtes (fraction S2) 

- d'antigenes totaux de tachyzoTtes (piste 10) 

- d'antigenes cytopiasmiques de tachyzoTtes (piste 11) 10 

- d'antigenes ES (piste 12). 

EXAMPLE 9 - Mise en evidence de la nature glycoprotefque de I'antigene 43 KD. 

Les antigenes de surface des tachyzoTtes marques par 12 5| (lodo-Gen) ont ete absorbes sur ■ 15 
ConA-Sepharose ou sur WGA-Ultrogel en procedant comme suit : 

La fixation sur lectines a ete realisee suivant le protocole decrit par COLMAN et A) [(1981) EUR J 
BIOCHEM., 113, 339-348] 

Tampon de cou plage 2Q 
150 rnM NaCI 
0,7 mM MgCI 2 
1 mM dithiothreitol 
0,7 mM MnCl2 

0,7 mM CaCl2 2 5 
0,05 % sodium dodecyl sulfate 
20 mM Tris/HCI, pH 7,5 

Lectines : Concanavaline A : ConA-Sepharose (Pharmacia) 
Wheat germ agglutinine « WGA-Ultrogel (IBF) 

30 

Antigenes : 

1) Extralt membranaire (NP40) de tachyzortes marques par 125 l (lodogen) 

2) extralt H2O de tachyzoTtes marques par la methionine 36 S 

3) extrait membranaire (CHAPS) de tachyzoTtes marques par la methionine 35 S. 35 
Technique utilisee. 

Les reactions sont effectuees dans des tubes Eppendorf. 

- Addition a 150 p.! d'extrait 1) ou a 200 uJ des extraits 2) et 3) de : 1 ml de tampon de couplage 

- 250 uJ de gel (ConA-Sepharose ou WGA-Ultrogel) pre equilibre dans ie tampon de fixation. 40 
Apres 15 mn de contact a temperature ambiante avec des agitations frequents, les tubes sont centrifuges. 

Le surnageant contient les antigenes non retenus. Le culot est ensuite lave 3 fois dans le tampon de couplage, 
puis extrait par 3 x 200 uJ de tampon de couplage contenant soit 0,4 M de O-Methyl-ct-D-mannopyranoside 
(IBF), dans le cas de la fixation sur Concanavaline A, soit 0,2 M de N-acetyl-glucosamine (Sigma) dans ie cas 
de la WGA. Ces trois extractions successives constituent les eluats 1, 2 et 3. - ^ 

La radioactivite est comptee dans les divers echantillons, puis les antigenes non traites, les fractions non 
retenues et les eluats (1+2) sont immunoprecipites par differents serums. 

Les antigenes de depart ainsi que les fractions retenues sur les deux lectines (eluats) ont ete 
immunoprecipites par un serum de lapln sain et un serum de lapin anti-ES. 

La figure 9 montre : 50 

- pistes 1, 3 et 5 : Immunoprecipitation par un serum de lapin anti-ES. 

- pistes 2. 4 et 6 : Immunoprecipitation par un serum de lapin sain. 

- pistes 1 et 2 : antigenes membranaires de tachyzoTles, avant traitement. 

- pistes 3 et 4 : eluat ConA-Sepharose (antigenes fixes). 

- piste 5 et 6 : eluat WGA-Ultrogel. S5 
Les pistes 3 et 5 montrent que rantlgene 43 KD se fixe sur la concavaline A et (faiblement) sur la WGA 

(agglutinine de germe de ble), demontrant ainsi sa nature glycoproteique. 



60 



EXAMPLE 10 - Preparation des produits de traduction des ARNs messagers de tachyzoTtes. 

a) Extraction de PAR N total : 

On utilise la methode de AUFFRAY et ROUGEON [(1980) Eur. J. Biochem, 107, 303]. Les tachyzoTtes sont 
lyses par Taddition (10 fois le volume du culot parasitaire) d'une solution de LICI 3M, HSparine 200 jig/ml ; 65 
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acetate de Na 10 mM, pH 5 ; SDS 0,1 o/ 0 . 

Apres homogeneisation au Potter et conservation a + 4°C toute la nuit pour precipiter les ARNs, le lysat est 
centrifuge a 16 300 g pendant 40 minutes a + 4°C. Le culot est lave deux fois par resuspension dans une 
solution de LiCl 4M, Uree 8M, puis de nouveau centrifuge a 16 300 g pendant 40 minutes a + 4°C. Le culot est 
5 ensuite dissous dans de VHzO RNAse-free. Cette solution est amenee a 0,1 M en acetate de sodium pH 5, SDS 
0,1 o/o, pour etre extraite successivement par un volume de phenol sature en H2O, par un volume de 
phenol-chioroforme. La phase aqueuse est finalement amenee a 0,2 M en acetate de sodium pH 5 pour 
precipiter TARN par 2,5 volumes d'ethanol absolu a-20°C pendant une nuit. 

10 b) Purification des ARNs messagers : 

On utilise la methode de ARNEMANN et Al. [(1977), Nucl. Acids Res. 4, 4023-4026]. 
Cette methode consiste a separer les ARNs poly A+ de TARN total par 2 chromatographies successives 
sur oligo (dT) cellulose. 

15 

c) Traduction in vitro des ARNs m dans le lysat de reticulocytes de iapin /PELHAM et JACKSON, (1986), Eur. J. 
Biochem, 67, 247/. 

Les ARNs m (0,5 u.g) sont traduits dans 30 uJ de lysat de reticulocytes (N-150 AMERSHAM), en presence 
20 d'acetate de potassium (110 mM), d'acetate de magnesium (1mM), d'un cocktail d'aminoacides sans 
L-methionine (50 mM) et de 50 u.Ci de 35 S methionine (AMERSHAM). 

d) Immunoprecipitation des produits de traduction 

25 L'immunoprecipitation est realisee comme decrit a I'Ex. 3-d) ci-dessus ; brievement, apres incubation de 
produits de traduction (60 OOOcpm) avec les serums (10uJ) t les immuncomplexes sont adsorbes sur 10 mg de 
proteine A-Sepharose (Pharmacia), puis elues pour etre analyses an SDS-PAQE (LAEMMLI, 1970, NATURE, 
227, 680). 

30 EXEMPLE 11 - Immunoprecipitation des produits de traduction d'ARNm de tachyzoites. 

Les ARNm sont prepares par la methode decrite a I'Exemple 10 ci-dessus (pistes 1 et 3 de la figure 11 
annexee) ou par la methode de CHIRGWIN et Al. [(1978) Biochemistry, 18, 5294-5299] (pistes 2 et 3 de la figure 
11). Cette figure montre egalement les profils des produits de traduction irnmunoprecipites par le serum 
35 humain de la phase chronique de Pinfection (pistes 3 et 4). 

Les produits de traduction 24 kD, 37 kD et 80 kD reconnus par les deux serums sont indiques par une 
fleche. 

L'immunoprecipitation des produits de traduction par une serie de serums humains des phases chronique 
et aigue est en outre representee comparativement a la figure 12 annexee ; en partlculier leur 
40 immunoprecipitation : 

- par une serie de serums humains de la phase chronique (IgQ) (pistes 1, 3, 4, 5, 6), 

- par un serum humain en fin de phase aigue (IgQ + IgM) (piste 2), 

- par un serum humain negatif (piste 7). 

La reconnaissance des produits de traduction 24 kD et 37 kD par tous les serums chroniques est 
45 symbolisee par une fleche. Ces deux antigenes ne sont pas reconnus par le serum de la phase aigue. 

EXEMPLE 12 - Caracterisation de I'antigene 24 kD. 

Mise en evidence de la nature proteique de I'antigene 24 kD. 
50 Un extrait total de tachyzoites (extraction CHAPS) marques par la methionine 35 S a ete adsorbe sur 
ConA-Sepharose ou sur WGA-Ultrogel. L'extrait de depart ainsi que les eluats des deux iectines ont ete 
irnmunoprecipites par un serum de Iapin anti-ES. 

Les resultats obtenus sont representes a la figure 10A annexee. 
Aucun antigene marque par la methionine 35 S n'a ete retenu sur WGA. 
55 Piste 1 : Immunoprecipite de I'extraft total de tachyzortes, 
Piste 2 : Immunoprecipite de Teluat ConA-Sepharose. 

Certains antigenes (notamment ceux de masse environ 170 kD, 39 kD et 25 KD) ont des groupements 
glycosyles qui se fixent a la ConcanavaJine A. L'antigene 24 kD n'est par contre pas retenu. 

Figure 10B : cette figure met en evidence ridentite de masse moleculaire entre I'antigene ES de 24 kD et le 
60 produit de traduction majeur des ARNm de tachyzoites. 

Piste 1 : Immunoprecipitation d'antigenes ES marques par la methionine 35 S, par un serum de souris 
anti-ES. 

Piste 2 : Immunoprecipitation des produits de traduction marques par la methionine 35 S par un serum de 
Iapin anti-ES. 

65 Etant donne d'une part la nature proteique de I'antigene 24 kD (Fig. 10A) et, d'autre part, sa migration 
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voisine de celle du produit de traduction, Tldentite des deux molecules est fortement presumee. 

EXAMPLE 13 - Immunocompetitlon entre les produits de traduction du tachyzoYte et (antigene bradyzoite 
extrait au SDS 2 °/o vis-a-vis d'un serum de lapin anti-ES. 

5 

Cette Irnmunocompetition est representee a la figure 13 annexee dans laquelle : 

- la piste 1 : Immunoprecipitation des produits de traduction en presence de 50 jig d'extrait de bradyzoites. 

- la piste 2 : Immunoprecipitation des produits de traduction en presence de 50 jig d'extrait de S. mansoni! 

- la piste 3 : Immunoprecipitation des produits de traduction seuls. 

L'antigene bradyzoYte est capable de diminuer la fixation des produits de traduction 24 KD et 37 KD par des 10 
anticorps anti-ES. 

D'autre part, une etude a visee diagnostique a ete realisee a I'aide d'une serotheque de 350 serums bien 
caracterises dont certains ont ete preleves au cours des differentes phases de ia toxoplasmose et montrent 
und seroconversion ; d'autres, plus tardifs, permettent le suivi de la reponse anticorps ; d'autres encore, 
correspondant a des "couples" maman-bebe, ont ete preleves pendant les periodes pre-, peri- et 15 
post-natales. 

L'immunoprecipitation par ces serums des antigenes ES (marques par la methionine 35 S) a permis d'etablir 
ia cinetique d'apparitron des anticorps et de mettre notamment en evidence : 

- que les serums de phase aigue (IgM) reconnaissent les antigenes ES defa<?on beaucoup plus intense que les 
antigenes somatiques ou membranaires ; 20 

- que deux antigenes ES, de masse environ 98000 et 68000, reconnus de fa<?on majeure et tres precoce, 
pourraient etre utilises comme marqueurs de seroconversion ; 

- que d'autres antigenes, reconnus de fagon beaucoup plus tardive, notamment celui de masse 24000, 
semblent au contraire constituer de reels marqueurs de Timmunite dans ia toxoplasmose. 

Cet antigene de masse 24000, qui ne semble pas glycosyle (pas de fixation sur la Concanavaline A et la 25 
WGA) semble correspondre au produit de traduction d'ARN de tachyzoites de masse 24. Ce produit de 
traduction est en effet egalement immunoprecipite par les serums tardrfs d'infection humaine et non par les 
serums precoces (IgM + IgG). 

EXEMPLE 14 - Cionage des produits de traduction. 30 

a) Preparation de ia banque d'ADNc a partie de I'ARNm de tachyzoites 

La synthese de TADNc est realisee selon la methode de GUBLER et HOFFMAN [(1983) GENE, 25, 263]. Le 35 
premier brin d'ADN complementaire est synthetise par Taction de ia transcriptase reverse de AMV. L'ADN, 
rendu double brin par Taction conjointe de la RNAse H et de la polymerase I, est ensuite traite a la T 4 DNA 
polymerase pour rendre ses extretes tranches. Apres methylation par Tenzyme EcoRI methylase, on ajoute 
des "linkers" EcoRI aux extr6mites des ADNc par Taction de la T4 DNA ligase. Les ADNc sont ensuite digeres 
par Tenzyme EcoRI et sont purifies par chromatographie sur une colonne ACA34 (0,2 x 0,30 cm) [WATSON, 40 
CJ. et JACKSON, J.F. (1985) In Glover DM ed. : "DNA cloning" vol. I. A practical approach : Oxford! 
Washington : IRL Press, p. 49]. On insere ensuite les ADNc (500 a 7000 pb) dans le site EcoRI du phage GT1 1 
[HUYNH et Al. ; (1985) In Glover D.M., ed. "DNA Cloning" vol. I. A practical approach : Oxford, Washington : IRL 
Press, P. 49]. 

Apres ligation, les phages recombinants sont ernpaquetes in vitro. Une banque de 3x1 0 6 phages est ainsi 45 
constitute. 

b) Criblage de fa banque et selection des candidats "ES" 

Le derive du phage X GT11 permet Texpression de genes etrangers sous le contrdle du promoteur Lac, 50 
apres fusion de TADNc avec le gene de la p-galactosidase de E. coli (Young and Davis, 1983). 

Un echantilion de la banque en XGT11 est inocule sur la souche de E. coli Y1090 a une dilution representant 
1.10 4 phages/botte de 90 mm de diametre. 

Uinduction de Texpression de la proteine sous controle du promoteur Lac est declenchee a 42° C en 
presence d'lsopropyl-p-D-thiogalactopyranoside (IPTG). 55 

Les proteines synthetis6es sont absorbees sur filtre de nitrocellulose pour etre incubees en presence 
d'anticorps de lapin anti-ES (obtenus comme decrit a TEx. 3.a) ci-dessus). 

Les anticorps fixes sont detectes par un second anticorps anti-igG de lapin marque a la peroxydase ; ce 
complexe est ensuite revele par une coloration avec le 4 chloro-1-naphtol en presence de H2O2. 

Cette detection permet d'identifier les phages recombinants dont Tinsertion d' ADNc dirige la synthese 60 
d'une proteine ou fraction de proteine portant les epitopes reconnus par les anticorps anti-ES. 

Une premiere selection a conduit a Tisolement de 100 clones (ES). Apres purification, 20 d'entre eux ont 
ete recribles differentiellernent par deux serums humalns (voir figure 7) : un serum IgGis reconnaissant les 
produits de traduction de 24 et 37 kD ; I'autre lgG20 ne les reconnaissant pas. 3 clones ES8, ES10 et ES1 1 sont 
isoles pour leur reconnaissance par le serum IgGis. 55 
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c) Caracterisation des clones ES8, ES10, ES11 par selection d'anti corps 

La methode de selection d'anticorps utilisee est celle decrite par Olmsted (1981), J. BIOL. CHEM., 226 , 
11955.) Un echantillon de chaque clone est inocule sur ia souche Y1090 de E. coli a ralson de 10 4 a 10 5 
phages/boTte de 90 mm de diametre. 

L'induction de I'expression est realisee a 42° C, en presence d'IPTG et les proteines synthetisees sont 
absorbees sur flltres de nitrate de cellulose. Les filtres sont incubus avec un serum de lapin anti-ES (1/125) 
pendant 3 heures a la temperature ambiante. 

Apres 3 lavages, les anticorps fixes specifiquement aux proteines de fusion sont decroches en presence de 
tampon glycocolie-HCI pH 2,8 ; 0,1 M ; NaCI 0,15 M pendant 3 minutes. 

La solution est rapidement neutralisee par du Tris 1M. 

Les anticorps selectionnes sont concentres sur 10 mg de proline A-Sepharose (Pharmacia) et utilises 
pour rimmunoprecipitation des produits de traduction. Les anticorps selectionnes par les proteines de fusion 
des 3 clones reconnaissent le produit de traduction 24 kD, ainsi que cela ressort de la figure 14 annexee qui 
represente rimmunoprotection des produits de traduction par des anticorps selectionnes par les clones ES8, 
ES10 et ES11. 

Piste 1 : Anticorps d'un serum de lapin anti-ES selectionnes par le clone ES11. 
Piste 2 : Anticorps d'un s6rum de lapin hyperimmun s6lectionn6s par le clone ES11. 
Piste 3 : Anticorps d'un serum de lapin anti-ES selectionnes par le clone ES10. 
Piste 4 : Anticorps d'un serum de lapin anti-ES selectionnes par le clone ES-8. 

EXEMPLE 15 - Sous-clonage des "inserts" des clones ES 8, 10 11 dans le vecteur pUC13 



1) Obtention de I'ADN phagique (XQT11) 

Les bacteriophages correspondant a chacun des clones sont adsorbes sur E. coli Y1090 20 minutes a 
temperature ambiante. LMncubat est ensuite etale sur des bortes d'agarose en presence d'ampicilline (a raison 
de 20.000 pfU/boite).Apn§s une nuit a 37°C, les bacteriophages sont 6lu6s dans ddu SM (NaCI 100 mM ; 
MgS0 4 7H 2 0 8mM ; Tris 50 mM pH 7,5 ; Gelatine 0,01 o/ 0 ). 

L'eluat est d'abord traite au chloroforme puis par de la DNAase de la RNAase (1 u,g/ml) pour 6liminer les 
constituants bacteriens. 

Les phages sont ensuite pr6cipit6s dans du PEG 10% et NaCI 1,25 M a 4°C. 

Une ultracentrifugation a I'equilibre en gradient de CsCI est effectuee pendant 24 heures a 108,000 g 
(Beckman L8 70 rotor SW 55 ti). 

La bande phagique est recuperee a I'aide d'une aiguille de la solution de phages est dialysee deux fois 
pendant 1 heure contre du Tampon Tris 10 mM pH 7,4 ; MgCb 20 mM NaCI 0,15 M. L'ADN phagique est ensuite 
obtenu par traitement au Tris HCI 10 mM, EDTA 1 mM et SDS 0,1 0/0 et purifie par une extraction au 
phenol/chloroforme. Les "inserts" sont ensuite sSpares de I'ADN phagique par une digestion EcoRI et 
migration sur gel d 'agarose a bas point de fusion 1 ,2 0/0. Apres coloration du gel dans une solution de bromure 
d'6thidium (10 u,g/ml), les fragments de digestion, sont visualises aux ultraviolets. On peut ainsi determiner 
selon la distance de migration la taille des differents "inserts" : I' insert ES8 est de 900 paires de bases, I'insert 
ES10 est de 1900 paires de bases, ('insert ES11 est de 1300 paires de bases. 

Les "inserts" sont ensuite extraits de I'agarose par la technique du "GENECLEAN" (Biol01). 

2) Sous-clonage dans pUC13 

Le plasmide pUC13 (PHARMACiA) linearis^ par digestion EcoRI possSde des extremites 5'phosphorylees 
pour minimiser la recirculation du plasmide. La reaction de ligation entre le pUC13 et I'insert est effectuee en 
utilisant 1 unite d'ADN ligase du phage T4 (Genofit). Le rapport molaire vecteur/insert doit etre de Pordre de 1. 
Le melange de ligation est ensuite utilise pour la transformation de la souche E. coli JM103, selon la methode 
classique de HANAHAN /J. Mol. Biol., (1983), 166, 553/. Les cellules transformees sont etal§es sur des boites 
de LB agar en presence d'ampicilline, de XGal et d'IPTG. Les colonies blanches sont celles qui ont integre les 
plasmides recombinants. 

Pour chacun des clones ES8, ES10 et ES11, nous avons seiectionne une colonie blanche : pUC13, ES8.10, 
ES10.2,ES 11.7. Carte de restriction des 3 clones pUC13 ES 8.10, ES 10.2, ES 11.7. 

Les plasmides recombinants qui dirigent la synthase de Tantigdne 24 KD ont ete deposes sous les N° I-675, 
1-676 et 1-677 en date du 16 Juillet 1987 auprds de la CNCM. 

1) Preparation de TADN plasmidique 

Cette 6tape permet de separer PADN plasmidique de I'ADN bacterien. Elle est realisee par centrifugation en 
gradient isopycnique de CsCI selon la methode de BULHER et TREICH (telle que mise en oeuvre au Service de 
Biochimie). 
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2) Digestion par les endonucleases 

L'ADN plasmidique purifie est ensuite digere par differentes enzymes de restriction (EcoRI, Acci, PsTl, 
PvUII et SaCI). Apres analyse des fragments de digestion sur gel d'agarose 1 ,2 o/o, les cartes de restriction des 5 
trois inserts ont ete etablies et representees a ia figure 15 annexee qui montre le sous-clonage des inserts 
des 3 clones de TG, ES 8.10 (900 pb), ES 10.2 (1900 pb) f ES 11.7 (1300 pb) dans le site EcoRI du vecteur 
plasmidique pUC13 (2700 pb). 

Dans cette figure, A = Acci, E = EcoRI, P = Pstl, Pv = Pvuil, S = SaCI. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, I'invention ne se limite nullement a ceux de ses modes de mise en 10 
oeuvre de realisation et d'application qui viennent d'etre decrits de fapon plus explicite ; elle en embrasse un 
contraire toutes les variantes qui peuvent venir a I'esprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du cadre, 
ni de la portee de la presente invention. 

15 

Revendlcations 



1°) Antigenes de Toxoplasma gondii (TG) caracterises en ce qu'ils sont constitu6s par des antigenes 20 
d'excretion-secretion (ES) des fachyzoYtes de TG. 

2°C) Antigenes ES isoies des tachyzoites, selon la Revendication 1, caracterises en ce qu'ils constituent un 
groupe d'antigenes dont les 20 majeurs qui ont ete detectes, presentent des poids moleculaires respectifs de 
185KD, 170KD, 155KD. 105KD, 98KD, 84KD, 68KD, 57KD, 53KD; 45KD, 43KD, 39KD, 35KD, 34KD, 31KD, 30KD, 
26KD, 25KD, 24KD et 20KD environ. 2 5 

3°) Antigenes ES selon la Revendication 2, caracterises en ce que les antigenes de poids moleculaires 
185KD, 170KD, 155KD, 105KD, 57KD, 53KD, 45KD, 43KD, 39KD, 35KD, 34KD, 31 KD, 30KD, 26KD, 25KD et 
24KD sont reconnus au cours de la phase chronique. 

4°) Antigene ES selon la Revendication 2, caracterise en ce que I'antigene de poids moleculaire 105KD est 
identifie comme un marqueur de la phase chronique. 30 

5°) Antigene ES selon la Revendication 2, caracterise en ce que I'antigene de poids moleculaire 84KD est 
identifie comme un marqueur transltoire de la phase chronique. 

6°) Antigene ES selon la Revendication 2, caracterise en ce que I'antigene de poids moleculaire 24KD est 
identifie comme un marqueur tardif de la phase chronique, egalement marqueur d'immunite protectrice. 

7°) Antigene ES selon la Revendication 2, caracterise en ce que I'antigene de poids moleculaire 98 KD est 35 
identifie comme un marqueur de la phase aigue. 

8°) Antigene ES selon fa revendicaton 2, caracterise en ce que I'antigene de poids moleculaire 68 KD est 
identifie comme un marqueur de !a phase aigue, cependant moins specifique que i'antigene 98 KD. 

9°) Antigenes selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, caracterises en ce qu'ils sont isoies de 
surnageants recueillis apres incubation d'une suspension de tachy zoites de Toxoplasma gondii pendant 40 
environ 3 heures dans un milieu RPM1 1640 contenant 10 0/0 de serum decomplemente d'origine humaine ou 
animate, et centrifugation, puis ultrafiltration des surnageants recueillis, eventuellement sulvie d'une etape de 
concentration et d'une nouveile 6tape de centrifugation, ainsi que d'un traitement de congelation a -70° C f 
lesquels antigenes ES sont capables d'induire une reponse humorale protectrice contre la toxoplasmose. 

10°) Antigenes de TG caracterises en ce qu'ils sont constitues par des antigenes des bradyzoites de 45 
Toxoplasma gondii . 

11°) Antigenes de TG selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, caracterises en ce qu'ils sont 
constitues par des antigenes communs aux tachyzoites et aux bradyzoites de Toxoplasma gondii . 

12°) Antigene selon la revendication 11, caracterise par son poids moleculaire d'environ 43 KD, par le fait 
qu'il est de nature glycoproteique et par le fait qu'il est reconnu par des serums anti-ES, par des serums de 50 
souris anti-bradyzoites et par des serums humains preleves chez des malades. 

13°) Antigene selon ia revendication 11, caracterise par un poids moleculaire d'environ 25KD-24KD et par le 
fait que sa localisation dans les tachyzoites est confirmee par immunoprecipitation par les serums 
ant i-bradyzoites . 

14°) Antigenes selon I'une quelconque des revendications 11 a 13, caracterises en ce qu'ils sont identifies 55 
par immunoprecipitation de serums de mamrniferes, notamment de serums humains ou animaux, reconnus 
comme seropositifs (soit de phage aigue" contenant des IgM specifiques, soit de phase subaigue contenant a 
la fois des IgM et des IgG, soit de phase chronique contenant des IgG), par des antigenes de tachyzoites et de 
bradyzoites et/ou le cas echeant par des produits de traduction de ces antigenes, de preference 
preaiablement radiomarqu§s, puis dissociation des immunopre-cipites formes, suivie d'une electrophorese en 60 
gel de polyacrylamide (SDS-PAGE), d'une autoradiographie des gels et de leur revelation. 

15°) Antigenes de TG selon Tune quelconque des revendications 10 a 14, caracterises en ce qu'ils sont 
isoies de kystes recuperes de broyats de tissus de mamrniferes, tels que souris notamment, infectes par la 
forme chronique de Toxoplasma gondii, lesquels kystes sont purifies sur un gradient approprie, soniques puis 
broyes a I'etat congele et centrifuges pour recueillir un surnageant contenant les antigenes cytoplasmiques 65 
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(fraction Si) et le culot dont on libere les antigenes membranaires (fraction S2) a I'aide d'un detergent 
approprie. 

16°) Produits de traduction d'ARNm de tachyzoTtes caracterises en ce qu'ils portent les epitopes reconnus 
par les antigenes ES de Toxoplasma gondii . 
5 17°) Produits de traduction d'ARNm de tachyzoites caracterisees en ce qu'ils sont obtenus par 
precipitation d'ARN a partir de lysats de tachyzoites centrifuges dont le culot est extrait par des agents 
d'extraction appropries pour precipiter TARN, purification des ARN messagers par separation des ARN poly 
A 4- de TARN total par chromatographic, puis traduction in vitro des ARNm dans du lysat de reticulocytes en 
presence d'un melange d'amino-acides depourvu de L-methionine et comprenant la 35 S-methionine, en milieu 
10 tamponne, et synthese d' ADNc a partie de I'ARNm de tachyzoites precedemment obtenu, par action de la 
transcriptase reverse d'AMV, la banque d' ADNc ainsi forrnee etant ensuite cribl£e pour identifier les phages 
recombinants dont I'insertion d'ADNc dirige la synthese d'une proteine ou fraction de proteine portant les 
epitopes reconnus par les anticorps anti-ES et y selectionner les clones ES reconnus par des serums 
humains, les clones retenus etant caracterises par selection d'anticorps. 
15 18°) Serums riches en anticorps IgE propres a conferer une protection significative contre la toxoplasmose 
et en particulier contre les tachyzoftes, caract§rises en ce qu'ils sont obtenus a partie d'animaux immunises 
par des antigenes ES selon Tune quelconque des revendications 1 a 17. 

19°) Anticorps monoclonaux caract6rls6s en ce qu'ils sont produits par des cultures d'hybridomes 
resultant de la fusion de cellules d'animaux immunises par les antigenes ES, avec des cellules tumorales. 
20 20°) Vaccins propres a procurer une protection significative contre la toxoplasmose, caracterises en ce 
qu'ils contiennent en tant que constituant actif des anticorps polyclonaux ou monoclonaux anti-ES, selon Tune 
quelconque des Revendications 1 a 17. 

21°) Compositions therapeutiques pour le traitement de la toxoplasmose, caracterisees en ce qu'elles 
contiennent en tant que constituant actif, des antigenes ES selon Tune quelconque des revendications 1 & 17, 
25 et plus particulierement des antigenes ES presentant des epitopes et des determinants communs aux 
tachyzoTtes et aux bradyzoTtes. 

22° ) Produits de diagnostic de la toxoplasmose, y compris de la toxoplasmose cong6nitale, caract6ris6s en 
ce qu'ils contiennent en tant que constituants actifs, des antigenes ES selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 17. 

30 23°) Vecteur recombinant caracterise en ce qu'il contient un inserat d' ADNc de tachyzoTtes qui dirige la 
synthese d'une proteine ou d'une fraction de proteine portant un ou des Epitopes reconnus par les anticorps 
anti-ES. 

24° ) Vecteur recombinant selon la revendication 23, caracteris6 en ce qu'il porte ('information g6n6tlque 
necessaire a fa synthese d'une proteine ou d'une fraction de prot6ine portant un ou des epitopes reconnus par 
35 les anticorps anti-ES, selon Tune quelconque des revendications 1 a 17. 

25°) Plasmides recombinants selon la revendication 24, caracterises en ce qu'ils dirigent la synthase de 
I'antigene 24 KD et ont 6t6 deposes sous les N° I-675, 1-676 et I-677 en date du 16 Juillet 1987 aupres de la 
CNCM. 

26°) Plasmides recombinants selon la Revendication 25 reconnus par des s6rums humains contenant des 
AO IgG, isoles par criblage et selection par des moyens appropri§s. 

27°) Produit de diagnostic selon la revendication 22, caract6rls6 en ce qu'il comprend I'antigene ES 105 KD 
pour le marquage de la phase chronique d'une infection par TG. 

28° ) Produit de diagnostic selon la revendication 22, caracterise en ce qu'il comprend I'antigene ES 98 KD 
pour le marquage de la phage aigue d'une infection par TG. 
45 29°) Produit de diagnostic selon la revendication 22, caracterise en ce qu'il comprend I'antigene ES 24 KD 
pour le marquage de I'immunit6 protectrice. 
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